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学位論文題目
Bidirectionalregulationofmonocytechemoattractantprotein－lgeneatdistinctsitesofits
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【背景と目的］我々は高インスリン血症を呈するインスリン抵抗性状態で動脈硬化が発症・成立する機
序の一つとして、インスリン受容体以後のシグナル分子であるphosphatidylinosito13－kinase（PI3K）
の持続的活性化の意義を報告した。血管平滑筋細胞でのPI3Kの持続的活性化は炎症性サイトカイン
であるMonocyteChemoattractant Protein－1（MCP－1）の発現を克進させた。一方、インスリン抵抗
性状態下の血管では抗動脈硬化作用を有する一酸化窒素（NO）の産生が低下している。そこで、インス
リン抵抗性状態での血管平滑筋細胞におけるNOの役割を明らかにする目的で、NOによるMCP－1遺
伝子の転写調節機構を検討した。
［方法］アデノウイルスを用いて培養ラット血管平滑筋細胞でPI3Kを持続的に活性化させた。NOドナ
ーとしてsodium nitroprussideを用いた。MCP－1のmRNA発現量を定量的PCR法で、分泌蛋白量
をELISA法で測定した。MCP－1のプロモーター活性をルシフェラーゼ法（Luci法）で測定した。
CCAAT enhancerbindingprotein（C／EBP）の結合活性をそのレポーターベクタLを作成して測定し
た。C／EBPhomologousprotein（CHOP）の発現をウェスタンプロット法で測定した。MCP－1プロモ
ーターのCHOP反応部位を同定するためにdeletion解析とgelmobilityshift解析を用いた。同定し
得たCHOP反応部位と相同な塩基配列のオリゴヌクレオチドをデコイとして用いMCP－1プロモータ
ー活性に与える効果をLuci法で検討した。
［結果］1）pI3Kの持続的活性化により約6倍に増加したMCP－1のmRNA発現は0．05mMのNOドナ
ーにより67％低下したが、0．5mMのNOドナーではこの低下作用は認められず、1．OmMでは逆に増
加した。分泌蛋白量で検討しても同様の結果を認めた。2）MCP－1のプロモーター活性についても1）
と同様にNO濃度依存性の変化を認め、さらにこの結果は転写園子NF一KBの結合領域を変異させて
も不変であった。3）一方、PI3Kの持続的活性化により増加したC／EBP結合活性はNOドナー濃度依
存性に低下した。4）NOドナーにより濃度依存性にCHOP発現が増加した。C／EBP過剰発現により
約8倍に増加したMCP－1のプロモーター活性は少量のCHOPを共発現させるとこの増加は認められ
なくなった。しかしCHOP発現量を増加させると再びMCP－1のプロモーター活性が増加した。同様
の結果をPI3K活性化時にも認めた。5）単独のCHOP発現では発現量依存性にMCP－1のプロモLタ
ー活性が増加した。またNOドナー濃度依存性にMCP－1のプロモーター活性及び遺伝子発現が増加し
た。6）MCP－1プロモーターの上流域－193basepair（bp）から－179bpの間にCHOP反応領域を認め
た。7）この領域をデコイとして細胞内に導入するとCHOP単独発現によるMCP－1プロモーター活性
上昇とNOドナー刺激によるMCP－1プロモLター活性上昇のいずれもが消失した。
［考察］pI3Kの持続的活性化により誘導されるMCP－1発現の増加は、低濃度のNOにより抑制される
が、過剰のNOでは逆にMCP－1発現が増加することが示された。この機構としてNOにより誘導さ
れたCHOPはロイシンジッパー領域を介してC／EBPのDNA結合活性を阻害することでPI3Kの持続
的活性化により誘導されるMCP－1発現を抑制する一方で、CHOPは単独で転写因子としてCHOP反
応領域を介してMCP－1発現を増加させていることが示唆された。
［結語］pI3Kの持続的活性化により誘導される血管平滑筋細胞におけるMCP－1発現はNO濃度依存性
に2方向性に調節された。血管組織において適切なNO濃度を維持することでインスリン抵抗性状態
での動脈硬化の進展を改善できる可能性が示唆された。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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（学位論文審査の結果の要旨）
インスリン抵抗性状態では血管平滑筋細胞での炎症性遺伝子発現が克進する一方で
血管内皮細胞における一酸化窒素（NO）の産生が低下している。本研究は、インスリン
抵抗性状態における血管平滑筋細胞での炎症性遺伝子発現に焦点をあて、NOを補充し
た隙の炎症性遺伝子発現の変化およびその機序について検討したものである。
－培養ラット血管平滑筋細胞において　NO donorにより　NOを補充し炎症性遺伝子
monocytechemoattractantprotein－1（MCP－1）の発現をウエスタンプロット法、realtime
PCR法、ルシフェラーゼ法で検討した。さ引こNOの作用機序をルシフェラーゼ法や
EIectrophoreticMobiIityShiftAssay法で検討した。
その結果、NOは比較的低濃度においてはMCP－1発現を抑制したが、逆に高濃度で
はMCP－1発現を克進させており、そのいずれにおいてもC／EBP homologous protein
（CH（〕p）が関与する可能性が示された。
以上の研究は、インスリン抵抗性状態での動脈硬化の発症・進展に対する治療法開発
に重要と考えられ、博士（医学）の授与に値するものと判定された。
（平成17年8月31日）
